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Abstract: Actinomycetes are found in soils with loose, humus, dry 
characteristics and around plant roots. Actinomycetes produce secondary 
metabolite compounds as antibacterial. Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa and Salmonella typhi are Gram negative bacteria that can cause 
infection in humans. This study aims to determine the ability of the 
Actinomycetes metabolite filtrate from Bogor Botanical Gardens as an 
antibacterial agent against the growth of E. coli, P.aeruginosa and S. typhi in 
vitro. This study used an experimental design with samples of Actinomycetes 
isolats originating from the Bogor Botanical Gardens soil using the disc 
diffusion method on Muller Hinton Agar (MHA) media by looking at the clear 
zone of bacterial growth around the disc paper. Of the three concentration 
groups, namely 50%, 60%, and 70%, the largest average inhibition zone is 
found at a concentration of 70% with the average for the three test bacteria E. 
coli, P.aeruginosa and S. typhi respectively: 4.23 mm; 3.0 mm and 8.43 mm. 
The results of the Kruskal - Wallis test with p value = 0.01 showed that there 
was an effect of the Actinomycetes metabolite filtrate on the growth of the three 
tested bacteria as antibacterials. 
 





Indonesia merupakan Negara berkembang 
yang memiliki angka kesakitan (morbidity) dan 
angka kematian (mortality) akibat penyakit 
infeksi yang tergolong tinggi. Penyakit infeksi 
disebabkan oleh mikroba patogen yang masuk ke 
dalam tubuh manusia seperti bakteri, jamur, dan 
virus. (Morse et.al, 2015). Bakteri patogen yang 
paling sering menjadi penyebab infeksi 
nosokomial salah satunya adalah Pseudomonas 
aeruginosa. Bakteri ini merupakan penyebab 
penyakit infeksi saluran kemih, meningitis, diare, 
nekrosis entrokolitis dan pneumonia (Harvey 
et.al, 2013).   Penyakit infeksi yang paling sering 
ditemukan pada sistem pencernaan adalah dari 
golongan Enterobacteriacea, Bakteri yang 
tergolong ke dalam kelompok ini adalah bakteri 
batang, dengan sifat Gram negatif antara lain: 
Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Vibrio, 
Klebsiella dan Campylobacter. 
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia 
coli, Salmonella, adalah bakteri yang tergolong ke 
dalam Penyakit infeksi pada manusia yang 
disebabkan karena mikroorganisme patogen 
seperti bakteri merupakan permasalahan 
kesehatan yang cukup serius dan pengobatan 
dilakukan dengan pemberian antibiotik. 
Antibiotik merupakan senyawa organik yang 
dihasilkan oleh beragam spesies mikroorganisme 
dan bersifat mengganggu terhadap spesies 
mikroorganisme lain. Sifat dari antimikroba yang 
terbentuk adalah kempampuan untuk 
menghambat pertumbuhan bakteri (efek 
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bakteriostatik) dan kemampuan untuk langsung 
membunuh bakteri (efek bakterisid). Menurut 
Ambarwati dalam Fatoni 2016 zat antimikroba 
yang diperoleh dari mikroorganisme lebih 
mengutungkan dari pada zat antimikroba yang 
diperoleh dari tanaman. Senyawa metabolit 
sekunder berupa antimikroba yang tekandung di 
dalam mikroorganisme seperti jamur atau bakteri 
telah dimanfaatkan selama beberapa dekade 
terakhir (Talukdar, 2016). 
Actinomycetes merupakan bakteri Gram 
positif, berbentuk seperti filamen, membentuk 
spora dan dapat tumbuh pada suhu antara 25 – 
30oC (Hasyim, 2013). Bakteri ini memiliki 
metabolit sekunder yang luas dan menghasilkan 
sekitar dua pertiga antibiotik yang digunakan 
pada pengobatan klinis saat ini (Barka et.al; 
2016) Sekitar 70% antibiotik yang sudah 
ditemukan sampai saat ini yang diisolasi dari 
Actinomycetes, dimana sebagian besar berasal 
dari kelompok strain Streptomycetes (Utami, 
2020). Senyawa metabolit dari Actinomycetes 
telah cukup banyak yang sudah dikomersialkan. 
Sebagai contoh senyawa metabolit yang sudah 
dikenal yaitu Rapamisin, Rifamisin, dan 
Doksorubisin. Ketiga contoh senyawa tersebut 
telah diproduksi secara komersial sebagai 
antibiotik, antifungi, dan antikanker (Nurkanto, 
2012). 
Actinomycetes dapat dijumpai dan tumbuh 
pada tanah pekarangan serta perkebunan dengan 
karateristik humus, kering, lebih dingin, dan di 
sekitar akar tumbuhan(Pujiati, 2014).  Kebun 
Raya Bogor merupakan kebun botani terbesar 
yang memiliki beragam koleksi tanaman dan 
tumbuh-tumbuhan dengan iklim yang 
mendukung pertumbuhan beberapa jenis 
mikroba tanah salah satunya seperti 
Actinomycetes. Penelitian yang dilakukan Fatoni 
2016 menemukan isolat actinomycetes asal 
pantai Baron Gunung Kidul Yogkarta yang 
mampu menghambat dengan kategori 
penghambatan yang lemah terhadap bakteri 
P.aeruginosa (Fatoni, 2016). Selain terhadap 
P.aeruginosa, Actinomyecetes juga mampu 
menghambat bakteri patogen lainnnya seperti 
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 
Bacillus subtilis, dan Stenotrophomonas 
maltophilia (Ceylan et.al; 2008).  
 
Bahan dan Metode  
 
Desain Penelitian 
Jenis penelitian ini adalah true 
experimental dengan desain penelitian yang 
digunakan posttest only control group. Pada 
penelitian ini menggunakan metode difusi 
cakram untuk menguji fitrat zat metabolit 
Actinomycetes dengan berbagai konsentrasi 
terhadap bakteri Pseudomonas aeruginosa, 
Escherichia coli, dan Salmonella typhi dengan 




Sampel dari penelitian ini adalah 
Actinomycetes yang berasal dari tanah Kebun 
Raya Bogor.  
 
Alat Penelitian 
Ose steril, Batang penyebar, Pembakar 
bunsen, Gelas Beker 500 ml, Pensil penanda alat 
gelas, Tabung biakan yang berisi 1 ml air steril, 
Rak tabung uji, Tabung uji, Spuit 5 ml, Bak 
pewarnaan, Mikroskop (olympus), Inkubator 
(Memmert), Cawan Petri, Autoclave, Pipet, 




Isolat Actinomycetes yang digunakan 
pada penelitian setelah diremajakan, Suspensi 
biakan bakteri Pseudomonas aeruginosa, 
Escherichia coli, dan Salmonella typhi. Media 
selektif untuk isolat Actinomycetes adalah Starch 
Casein Agar (SCA), Media Mueller Hinton Agar 
(MHA), Media cair selektif untuk isolat 
Actinomycetes adalah Starch Casein Nutrient 
Broth (SCNB), Antibiotik Tetrasiklin untuk 
kontrol positif, Nystatin untuk dicampurkan pada 
media SCA, Aquades untuk kontrol negatif. 
Bahan untuk pewarnaan yang digunkana adalah 
Ungu Kristal Karbol, Cairan Lugol, NaCl 0,9%, 




Isolasi Actinomycetes  
Isolat Actinomycetes yang diambil asal 
tanah Kebun Raya Bogor dilakukan peremejaan 
terebih dahulu. Media Starch Casein Agar (SCA) 
ditambahkan dengan nystatin dan dituang ke 
cawan petri. Isolasi peremajaan actinomycetes 
diinokulasi ke dalam cawan petri menggunakan 
metode streak plate. Isolat selanjutnya 
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diinkubasi pada inkubator dengan suhu 37o 
selama 14 hari. 
 
Identifikasi Actinomycetes 
Identifikasi Actinomycetes pada penelitian 
ini dilakukan dengan cara identifikasi 
makroskopik pada media SCA dan identifikasi 
mikroskopik melalui pewarnaan Gram. 
 
Pembuatan Filtrat Actinomycetes 
Pada proses ini diperlukan sterilisasi alat 
terlebih dahulu dengan menggunakan autoklaf 
pada suhu 121oC selama 15 menit. Koloni pada 
isolat Actinomycetes pada media SCA 
diinokulasikan pada media cair SCNB. Koloni 
diambil sebanyak satu ose dan ditumbuhkan pada 
100 ml media SCNB dan diinkubasi pada suhu 
ruang selama 7 hari. Selanjutnya media SCNB 
dengan pertumbuhan Acinomycetes 
disentrifugasi dengan kecepatan 8.000 rpm 
selama 30 menit untuk memisahkan antara 
supernatant dan pelet. 
Pembuatan variasi konsentrasi filtrat zat 
metabolit Actinoomycetes dengan menambahkan 
aquades pada masing masing konsentrasi. Rumus 
(M1 x V1 = M2 x V2) digunakan dalam 




Pada pembuatan media Mueller Hinton 
Agar (MHA), sebanyak 38 gr MHA dilarutkan 
pada 1000 mL dan dipanaskan sampai mendidih 
dan diaduk lalu ditutup dengan kapas. Setelah 
disterilisasi selanjutnya melakukan suspensi 
pada bakteri Pseudomonas aeruginosa, 
Escherichia coli, dan Salmonella typhi sampai 
standar dengan kekeruhan standar yaitu 0,5 Mc 
Farland (konsentrasi 108 CFU/mL). 
 
Pengukuran Daya Hambat  
Media MHA yang telah ditumbuhan 
Pseudomonas Aeruginosa dibagi menjadi 3 
kuadran lalu diletakkan kertas cakram 
berdiameter 6 mm untuk uji aktivitas daya 
hambat terhadap P.aeruginosa Escherichia coli, 
dan Salmonella typhi. Selanjutnya dinkubasi pada 
suhu 37oC selama 18-24 jam setelah itu diamati 
zona bening yang terbentuk pada cawan petri. 
Pada pengujian ini zona hambat dapat diketahui 
klasifikasinya menurut Davis & Stout 2009: 
sangat kuat (zona bening > 20mm), kuat (zona 
bening 10-19mm), sedang (zona bening 5-
10mm), lemah (<5mm) (Davis & Stout, 2009). 
 
Analisa Data 
Analisis data hasil penelitian ini dilakukan 
dengan uji Kruskal-Wallis dan kemudian 
dilanjutkan dengan uji Post Hoc (Mann-Whitney) 
untuk mengetahui perbedaan setiap kelompok. 
 
Hasil dan Pembahasan  
 
Daya Hambat Filtrat 
Penelitian ini dilakukan dengan 
menggunakan metode Difusi Cakram untuk 
mengetahui daya hambat Filtrat zat metabolit 
Actinomycetes pada konsentrasi 50%, 60%, 70% 
terhadap bakteri uji pada media Mueller Hinton 
Agar (MHA).  
Identifikasi mikroskopik dari pewarnaan 
Gram pada isolat Actinomycetes menunjukkan 












Gambar 1. Identifikasi mikroskopik isolat 
Actinomycetes. 
 
Daya hambat yang dihasilkan dari 
hambatan oleh isolat Actinomycetes dapat dilihat 
dari zona bening yang terdapat di sekitar kertas 




Gambar 2. Zona hambat berupa zona bening di 
sekitar kertas cakram. 
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Hasil penelitian zona hambat filtrat zat 
metabolit Actinomycetes terhadap P. aeruginosa 
Escherichia coli, dan Salmonella typhi dipaparkan 
dalam tabel berikut. 
 
Tabel 1. Pengukuran Diameter Zona Hambat 
Terhadap P.aeruginosa 
 
Zona Hambat Filtrat Zat Metabolit Actinomycetes 
Terhadap P.aeruginosa (dalam milimeter) 
Percobaan 50% 60% 70%  (+) (-) 
1 2.7 3.0 3.4 23.7 0 
2 2.1 2.6 2.7 23.5 0 
3 2.1 3.1 3.2 26.7 0 
Rata-rata 2.22 2.68 3.0 24.5 0 
 
Tabel 2. Pengukuran Diameter Zona Hambat 
Terhadap E.coli 
 
Zona Hambat Filtrat Zat Metabolit Actinomycetes 
Terhadap E.coli  (dalam milimeter) 
Percobaan 50% 60% 70%  (+) (-) 
1 1,4 2,4 4,2 24.7 0 
2 1,5 2,5 4,1 23.9 0 
3 1,7 2,8 4,4 24.5 0 
Rata-rata 1,53 2,56 4,23 24,36 0 
 
Tabel 3. Pengukuran Diameter Zona Hambat 
Terhadap S.typhi 
 
Zona Hambat Filtrat Zat Metabolit Actinomycetes 
Terhadap S.typhi (dalam milimeter) 
Percobaan 50% 60% 70%  (+) (-) 
1 6,5 7,7 8,7 23.7 0 
2 6,6 7,1 8,2 23.5 0 
3 6,5 7,3 8,4 26.7 0 
Rata-rata 6,53 7,36 8,43 24,63 0 
 
Berdasarkan Tabel diatas menunjukkan 
filtrat zat metabolit Actinomycetes pada 
konsentrasi 50%, 60%, 70%, dan kontrol (+) 
dapat menghambat pertumbuhan ketiga bakteri 
uji. Pada tabel menunjukkan kontrol (+) 
menggunakan tetrasiklin menunjukkan memiliki 
zona hambat terbesar dan kontrol (-) dengan 
menggunakan aquades tidak menunjukkan 
adanya daya hambat. Kelompok konsentrasi 
Actinomycetes 50%, 60%, dan 70% yang 
diperoleh dari rata-rata keseluruhan pengulagan 
dapat menghambat pertumbuhan P. aeruginosa, 
E. coli, dan S. typhi. 
Pada uji kruskall wallis diperoleh nilai p 
signifikansi 0.001 (p< 0,05) yang dapat dilihat 
pada tabel dibawah. Pada uji tersebut dapat 
disimpulkan bahwa filtrat zat metabolit 
Actinomyctes memliki pengaruh dan perbedaan 
daya hambat antibakteri terhadap bakteri uji 
untuk masing masing konsentrasi. 
 








21.648 4 .001 
 
Pada uji Mann-Whitney memperlihatkan 
hasil dengan nilai p signifikansi (p < 0,05) yang 
artinya terdapat perbedaan bermakna antara 
kelompok kontrol negatif dengan kelompok 
kontrol positif dan masing-masing kelompok 
konsentrasi filtrat zat Actinomycetes 50%, 60%, 
dan 70%. Perbedaan tidak bermakna terjadi pada 
kelompok konsentrasi 60% dengan kelompok 
konsentrasi 70% dengan nilai p signifikansi (p > 
0,05). 
 
Filtrat zat Actinomycetes 
Pada identifikasi mikroskopik dengan 
pewarnaan Gram didapatkan gambaran bakteri 
berbentuk batang halus yang bersusun tunggal 
dan ada juga yang berantai berwarna ungu 
dengan sifat Gram Positif (Morse et.al, 2015). 
Identifikasi mikroskopik dilakukan berdasarkan 
pewarnaan Gram untuk melihat dan 
mengidentifikasi morfologi dari bakteri 
Actinomycetes.  
Hasil pada penelitian daya hambat filtrat 
zat metabolit Actinomycetes asal tanah Kebun 
Raya Bogor terhadap bakteri P. aeruginosa 
Escherichia coli, dan Salmonella typhi  ini 
menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi 
bahan yang digunakan berbanding lurus dengan 
kemampuan senyawa bioaktifnya dalam 
menghambat pertumbuhan bakteri (Adhanti, 
2012).  Hal ini disebabkan karena semakin tinggi 
konsentrasi bahan antimikroba, maka semakin 
banyak zat aktif yang terkandung di dalamnya 
sehingga efektivitas dalam menghambat bakteri 
akan semakin meningkat dan menghasilkan zona 
bening yang lebih luas. Sebaliknya, pada 
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konsentrasi yang rendah maka zat antimikroba 
yang terdapat di dalam suatu bahan antimikroba 
akan semakin sedikit, sehingga aktivitasnya akan 
semakin berkurang (Pratiwi, 2008). 
Menurut Davis dan Stout hasil pada 
penelitian ini berdasarkan rata-rata diameter zona 
hambat dikategorikan lemah karena diameter 
zona hambat yang terbentuk kurang dari 5 mm 
tetapi pada konsentrasi 70% memiliki diameter 
zona hambat dengan rata – rata yang tertinggi 
dari konsentrasi lainnya. Diamater zona hambat 
yang terbentuk dapat dipengaruhi beberapa 
faktor antara lain adalah konsentrasi senyawa 
antibakeri, jumlah bakteri, jenis bakteri, dan suhu 
(Hamzah, 2019). Dalam hal ini ketiga  bakteri uji 
yang merupakan bakteri Gram negatif memiliki 
membran luar yang dapat membatasi penetrasi 
antibiotik, peptida – peptida antimikroba, dan 
molekul kecil lainnya karena rendahnya 
permeabilitas membran luar dibandingkan 
dengan bakteri Gram positif. Oleh karena itu hal 
ini dapat mempengaruhi aktivitas kerja 
antibakteri actinomycetes dalam menghambat 
pertumbuhan bakteri Gram negatif 
(Leetanasaksakul, 2018) 
Terbentuknya zona bening disebabkan 
karena adanya senyawa metabolit sekunder yang 
dihasilkan oleh Actinomycetes asal tanah Kebun 
Raya Bogor dan memiliki aktivitas antibakteri. 
Secara umum mekanisme antibakteri yaitu dapat 
menghambat sintesis dinding sel bakteri, 
menghambat sintesis asam nukleat, menghambat 
fungsi membran sel, dan menghambat sintesis 
protein bakteri. Mekanisme antibakteri yang 
dihasilkan oleh Actinomycetes dengan genus 
Streptomyces adalah menghambat sintesis 
protein bakteri Gram negatif. Secara umum 
dinding sel bakteri Gram negatif terutama 
tersusun atas membran membran luar yang 
terdiri dari lipid, protein, peptidoglikan, dan 
lipopolisakarida. Dinding sel dari bakteri Gram 
negatif memiliki lapisan peptidoglikan tipis 
sehingga lapisan dinding sel akan mudah dirusak 
oleh senyawa antibakteri yang dihasilkan (Morse 
et.al, 2015). 
Pada penelitian yang dilakukan Masda 
2018 isolat Actinomycetes asal tanah dilakukan 
uji bioautografi untuk mengetahui kandungan 
senyawa bioaktif pada Actinomycetes (Masda, 
2018) Penelitian menyatakan hasil skrining 
ekstrasi Actinomycetes terdapat kandungan 
flavonoid dan alkaloid. Kandungan senyawa 
bioaktif tersebut memiliki kemampuan 
menggangu permeabilitas sel bakteri. Selain itu 
pada penelitian yang dilakukan Subramani & 
Aalbersberg 2013 senyawa metabolit sekunder 
Actinomycetes menunjukkan aktivitas biologi 
sebagai immunosupresan, antifungi, antikanker, 
antibakteri, penghambat enzim, hingga 
insektisida (Subramani et.al, 2013).  
Penelitian sejalan dengan penelitian yang 
dilakukan oleh  Nur tahun 2013 mendapatkan 
hasil pengamatan bahwa filtrat Actinomycetes 
asal tanah sekitar pembungan limbah pabrik gula 
dapat menghambat pertumbuhan 2 bakteri uji 
yang merupakan bakteri Gram negatif yaitu 
Salmonella thyposa dan Escherichia coli dengan 
diameter zona hambat sebesar 10 mm dan 12 mm 
(Nur, 2013).  
Kandungan flavonoid dan alkaloid dari 
isolat Actinomycetes memiliki kemampuan 
menggangu permeabilitas sel bakteri yang terdiri 
dari membran dalam dan membran luar. 
Membran luar tersusun dari lipopolisakarida 
(LPS) dan fosfolipid sebagai barrier terhadap 
benda asing. Namun, membran luar cenderung 
lebih permeabel karena terdapat porin yang 
tersusun dari protein sebagai jalan keluar masuk 
nutrisi dan senyawa kecil lainnya (López et al., 
2019). Semakin permeabel maka semakin 
mampu untuk menyerap senyawa yang lebih 





Filtrat zat Actinomycetes memiliki 
kemampuan daya hambat terhadap pertumbuhan 
bakteri Pseudomonas aeruginosa, Escherichia 
coli dan Salmonella thypoid pada masing masing 
konsentrasi dan paling besar pada kelompok 
konsentrasi 70%. 
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